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Hoagland 1982，Manyan 1972，伊東 1994）。一方，明らかな細胞毒性を有する薬剤でなくとも，
降圧剤あるいは血糖管理薬の PPARγ アゴニストなどは骨髄抑制作用を有することが知られて
いる。しかしながら，それらの化合物が骨髄抑制を誘発する原因は明確に述べられていない
（Ali 2005，Gimble 1996，Martin 1985，Waites 2007，Weiss 1993，Yanik 2011）。その他の骨髄
抑制の事例として，造血支持を担う細網細胞を薬剤が障害することも報告されている。抗が





いる（Alt 1938，Aschkenasy 1957，Borelli 1995，Brown 1954，Bethard 1985，Catchatourian 1980，
El-Nawawy 2002，Finch 1975，Fried 1978，Fruhman 1955，Macdougall 1982，Oishi 1979，Ogawa 


























































数は決して多くはない（Criswell 1998A, 1998B，Kurata 2007，Schomaker 2002）。 
以上にのべた検査は，細胞や組織を採取した時点の状態のまま観察あるいは解析する方法
であるが，採取した骨髄細胞を培養することで，その機能が正常に維持されているかどうか























































第 4 章 研究方針の概要 
















 CFU assay 
2) 摂餌制限したラット及びイヌの骨髄細胞における遺伝子発現解析 
① 摂餌制限を施したラット及びイヌ由来骨髄細胞の，網羅的遺伝子発現データの取得。 








第 5 章 結果 
1．ラットにおける骨髄抑制のための摂餌制限条件の設定 
Levin ら（1993）が実施したラットの 2 週間摂餌制限試験の結果を確認するために，同じ摂
餌制限期間の実験を実施した。1 群あたりに 7 週齢の雄 6 例を割り当て，1 個体に 1 日あたり
25 g の飼料を与えた群を対照群（100%給餌群）とした。25 g は飽食条件下のラットが 1 日に
摂食する量であることを事前に確認している。摂餌制限群は，1 個体に 1 日あたり 19 g（75%





常はみられなかった。25%給餌群では，摂餌制限開始後 7 日目から削痩が，12 日目からは立
毛がそれぞれ全例に認められた。体重の経時的変化は図 1-1 に示した。摂餌制限期間中，対照
群の体重は経時的に増加して，開始から終了までに 71 g 増加した。75%給餌群も経時的に増
加したものの，対照群に比して増加速度は小さく，開始から終了までの増加量は 30 g であっ
た。50%給餌群では摂餌制限期間中に体重が減少し続け，開始から終了までに 19 g 減少した。






である 4～5 週齢であった。一方，本実験では毒性試験で利用される週齢に合わせて 7 週齢で
実験に供している。そのほかの違いとして対照群の給餌量が可能性として考えられたが，Levin























本研究と Levin らの報告の間でほぼ一致していた。 
以上の結果は，Levin らによる摂餌制限モデルの造血反応が，本研究の中で再現できたこと
を示している。この後の検討に用いる条件としては，明確に骨髄抑制が認められるが極度な
変化には至らない 50%給餌が適切であると判断した。なお，上述した通り，Levin らは 4～5
週齢のラットを用いたが，本研究で用いる週齢は，毒性試験に汎用される 7 ないし 8 週齢と
する。 
 
図 1-1 2週間の摂餌制限を施したラットにおける体重の経時的変化 
各群平均体重の推移を表示。エラーバーは標準偏差（n=6）。**：P ˂ 0.01で対照群に対して統計学的に























































































表 1-1 Levinら（1993）の研究と本研究における各群の平均体重変化の比較 






対照群 75%給餌群 50%給餌群 25%給餌群 
ヘマトクリット値（%） 42.6 (1.83) 43.3 (1.72) 44.5 (1.08) 48.9**(2.47) 
ヘモグロビン量（g/dL） 14.4 (0.55) 14.6 (0.69) 15.5*(0.31) 17.1**(0.97) 
赤血球数（106/μL） 7.2 (0.32) 7.3 (0.14) 7.70*(0.17) 8.4**(0.35) 
網赤血球数百分率（%） 3.0 (0.56) 2.1 (0.19) 0.6*(0.18) 0.1**(0.05) 
平均赤血球容積（fL） 59.0 (2.27) 59.0 (1.85) 57.8 (0.52) 58.4 (1.50) 
平均赤血球ヘモグロビン濃度（g/dL） 33.8 (0.63) 33.8 (0.44) 34.8*(0.49) 34.9**(0.55) 
平均赤血球ヘモグロビン量（pg） 19.9 (0.90) 20.0 (0.69) 20.1 (0.31) 20.4 (0.70) 
白血球数（103/μL） 11.8 (2.64) 7.5*(2.39) 5.5**(1.78) 3.8**(0.65) 
リンパ球数（103/μL） 9.8 (2.60) 6.2*(2.4) 4.8**(1.4) 3.1**(0.59) 
好中球数（103/μL） 1.6 (0.35) 1.1 (0.60) 0.5**(0.29) 0.5**(0.23) 
好酸球数（103/μL） 0.09 (0.02) 0.08 (0.02) 0.09 (0.05) 0.05 (0.05) 
好塩基球数（103/μL） 0.03 (0.01) 0.01*(0.01) 0.01**(0.01) 0.01**(0.01) 
単球数（103/μL） 0.21 (0.02) 0.12**(0.03) 0.07**(0.02) 0.06**(0.03) 
血小板数（103/μL） 1099 (110) 1107 (156) 995 (81) 855*(183) 





病理組織学的所見 変化の程度 対照群 75%給餌群 50%給餌群 25%給餌群 
検査した例数  6 例 6 例 6 例 6 例 
胸骨骨髄の細胞数減少 
軽微 - 1 例 3 例 - 
軽度 - - 2 例 2 例 
中等度 - - - 4 例 
大腿骨髄の細胞数減少 
軽微 - 6 例 3 例 - 
軽度 - - 3 例 2 例 
中等度 - - - 4 例 
脾臓髄外造血あり 軽微 4 例 - - - 
脾臓委縮 
軽微 - - - 3 例 
軽度 - - - 1 例 
胸腺萎縮 
軽微 - - - 2 例 
軽度 - - - 2 例 
中等度 - - - 2 例 














実験開始当初はラットと同様に 2 週間の摂餌制限期間を設定したが，2 週間経過後の体重変
化の結果から，十分な摂餌制限の影響を評価するには足りないと判断し，制限期間をさらに 2
週間延長して合計 4 週間とした。1 群あたり 7 か月齢の雄 2 例を割り当て，1 個体に 1 日あた
り 300 g の飼料を与えた群を対照群（100%給餌群）とした。300 g は，イヌが 1 日に完食する










50%給餌群では摂餌制限直前の約 85%まで，23%給餌群では約 75%まで減少した。 


















50%給餌群の変化は，2 例中の 1 例において明確であったが，もう 1 例については血液学的検
査でわずかな変化が認められたのみであった。一方 23%給餌群では，2 例中 2 例で造血に対す





図 2-1 4週間の摂餌制限を施したイヌにおける体重の経時変化 
個体別に体重の推移を表示した。体重測定は制限給餌期間の各測定日（摂餌制限開始前日，摂餌制限期









































No.1_300 g/day No.2_300 g/day No.3_150 g/day






対照群 50%給餌群 23%給餌群 
No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5 No. 6 
ヘマトクリット値 -10 40.8 42.0 44.2 43.0 46.1 42.6 
(%) 27 41.9 38.2 43.6 41.8 44.0 44.6 
ヘモグロビン量 -10 13.5 13.9 14.2 14.2 14.9 14.2 
(g/dL) 27 13.9 12.9 14.6 14.0 14.9 14.7 
赤血球数 -10 6.04 6.42 6.38 6.36 7.17 6.3 
(10
6
/μL) 27 6.05 5.79 6.21 6.14 6.63 6.4 
網赤血球数百分率 -10 0.7 0.5 0.9 0.5 0.7 0.6 
(%) 27 0.4 0.6 0.5 ↓ 0.1 ↓ 0.1 ↓ 0.1 
平均赤血球容積 -10 67.5 65.4 69.2 67.5 64.3 67.7 
(fL) 27 69.3 66.0 70.1 68.0 66.5 69.6 
平均赤血球ヘモグロビン濃度 -10 33.0 33.0 32.1 33.0 32.4 33.2 
(g/dL) 27 33.1 33.9 33.5 33.6 33.8 33.0 
平均赤血球ヘモグロビン量 -10 22.3 21.6 22.2 22.3 20.8 22.5 
(pg) 27 22.9 22.4 23.5 22.9 22.5 23.0 
白血球数 -10 9.80 10.15 11.90 10.78 8.64 9.41 
(10
3
/μL) 27 8.53 8.85 9.65 ↓ 6.45 ↓ 5.08 ↓ 4.35 
リンパ球数 -10 4.05 3.34 4.20 3.75 4.50 4.02 
(10
3
/μL) 27 3.67 2.95 3.00 ↓ 2.00 ↓ 2.58 ↓ 1.64 
好中球数 -10 4.13 5.72 5.8 4.3 3.04 3.92 
(10
3
/μL) 27 3.64 4.95 5.47 (↓) 2.92 (↓) 1.86 ↓ 2.25 
好酸球数 -10 0.77 0.39 1.21 1.96 0.47 1.02 
(10
3
/μL) 27 0.52 0.3 ↓ 0.72 ↓ 1.00 ↓ 0.41 ↓ 0.19 
好塩基球数 -10 0.10 0.07 0.12 0.05 0.11 0.06 
(10
3
/μL) 27 0.06 0.05 0.06 (↓) 0.04 ↓ 0.03 ↓ 0.02 
単球数 -10 0.72 0.6 0.53 0.71 0.49 0.36 
(10
3
/μL) 27 0.63 0.58 (↓) 0.39 (↓) 0.49 ↓ 0.18 ↓0.23 
血小板数 -10 330 417 165 294 240 293 
(10
3
/μL) 27 371 452 218 307 234 342 
表 2-1 4週間の摂餌制限を施したイヌにおける血液学的検査結果 









対照群 50%給餌群 23%給餌群 
No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5 No. 6 
胸骨骨髄の細胞数減少 - - - 軽度 - 軽微 
胸骨骨髄の成熟顆粒球増加 - - - 中等度 中等度 中等度 
大腿骨髄の細胞数減少 - - - 中等度 - 軽度 
大腿骨骨髄の成熟顆粒球増加 - - - 中等度 中等度 中等度 
胸腺萎縮 - - - 軽度 軽度 軽度 




図 2-2 4週間の摂餌制限を施したイヌにおける胸骨骨髄の病理組織像 
A：No.1（対照群，変化なし），B：No.4（50%給餌群，軽度），C：No.6（23%給餌群，軽微，以上ス








3．Colony-Forming Units assay（CFU assay）法の確立 
3.1 標本作製ができる CFU assay 法の開発と利用 












した。そして，赤芽球を 8 個以上含む細胞集団を赤芽球コロニーと定義した。図 3-3 および図
3-4 には，ラットおよびイヌ骨髄細胞由来の好中球コロニーおよびマクロファージコロニーの
写真を示した。好中球コロニーについては，ラットとイヌで細胞の形状が異なっていた。ラッ
トでは，中心部が抜けた環状（ドーナツ状）の核を有し（図 3-3 A），AS-D chloroacetate によ
る特異的エステラーゼ染色によって細胞質が青色に染色（Fast Blue を色素としたため青色）
された細胞（図 3-3 B）を好中球コロニーと同定した。一方イヌでは，桿状あるいは馬蹄形の
核を有し（図 3-4 A），AS-D chloroacetate による特異的エステラーゼ染色によって細胞質が染
色された細胞（図 3-4 B）を好中球と同定した。両種とも，好中球を 40 個以上含む細胞集団
を好中球コロニーと定義した。マクロファージコロニーについては，ラットイヌとも共通の








図 3-1 CFU assayの標本作製までの手順の概略 
 
図 3-2 CFU-E assayの標本写真（スケールバー：50 μm） 
DABによる細胞質染色およびヘマトキシリンによる核染色を施した。 

















3.2 ラット CFU assay の至適条件設定 
ラット骨髄細胞 CFU assay の至適条件設定のために，CFU-E assay における赤芽球コロニー，
CFU-GM assay における好中球およびマクロファージコロニーの培養期間，播種細胞数および
刺激因子濃度を検討した。 
3.2.1 ラット CFU-E assay 
既存報告（Sifri 2006，Badami 2007，Hannoush 2011）を参考に，暫定的に EPO 濃度を 2 IU/mL
とし，1 培地あたりの播種細胞数を 1 x 105個として，赤芽球コロニー数の経時的変化を調べ
た結果を図 3-5 Aに示した。培養開始後 1日目はほとんどコロニーが形成されていなかったが，
2 日目にかけて急激に数が増加し，3 日目までその数が維持され，4 日目以降急激に減少した。
この結果から，適切な培養期間は 2～3日間であると判断した。続いて播種細胞数の検討を行っ
た。経時的変化の検討と同様，暫定的にEPO濃度を 2 IU/mLとし，培地あたり骨髄細胞が 0.125，
0.25，0.5，1 および 2 x 105個のときの培養 3 日目の赤芽球コロニー数を調べた結果，図 3-5 B
に示したように播種細胞数に比例したコロニー数が計測された。骨髄細胞に対する影響の有
無を見極めるためにはある程度の数のコロニー形成が求められるが，計数にかかる作業負荷
を考慮すると，培地あたり約 50～400 個形成される 0.25～1 x 105個/dish が適切な播種細胞数
と判断した。ここまで検討した培養日数および播種細胞数条件を基に，EPO の最適濃度を確
定するための検討を行った。播種細胞数を 1 x 105個/dish とし，EPO 濃度 0.25，0.5，1，2 お
よび 4 IU/mL の培地中のコロニー数を培養 2 日目に計数した。その結果を図 3-5 C に示した。
コロニー数は 2 IU/mLまで濃度に依存して増加し，2 IU/mL以上では飽和した。この結果から，
至適 EPO 濃度は 2 IU/mL と判断した。 
以上をまとめると，至適条件は培養期間が 2～3 日間，播種細胞数が 0.25～1 x 105個/dish，







図 3-5 ラット骨髄細胞 CFU-E assayにおける条件検討結果 
いずれのグラフもエラーバーは標準偏差（n=3）。A：赤芽球コロニー数の経時的変化，B：各播種細胞
数における赤芽球コロニー数，C：EPO 各濃度における赤芽球コロニー数 
3.2.2 ラット CFU-GM assay 
GM-CSF 濃度を 10 ng/mL とし，1 培地あたりの播種細胞数を 1 x 105個として，好中球コロ
ニー数およびマクロファージコロニー数の経時的変化を調べた結果を図 3-6 A に示した。培養




結果から，適切な培養期間は好中球コロニーが 3 日間，マクロファージコロニーが 8 日間で
あると判断した。続いて播種細胞数の検討を行った。GM-CSF 濃度を 10 ng/mL とし，培地あ
たり骨髄細胞が 0.125，0.25，0.5，1 および 2 x 105個のときの培養 3 日目の好中球コロニー数
と培養 8 日目のマクロファージコロニー数を調べた結果を図 3-6 B に示した。1 x 105個/dish
までの播種細胞数では，好中球コロニー数は播種細胞数にほぼ比例して増加し，播種細胞数 1 
x 10








コロニーが比例増殖をする 0.5 x 105個/dish までが播種細胞数として望ましいと考えられる。
しかしながら，播種細胞数 1 x 105個/dish で好中球コロニーの数が 100 を超えること，そして
1 x 10
5個/dish でもマクロファージコロニーの増加はみられていることから，培地あたりの播
種細胞数は 1 x 105個/dish が適切であると判断した。最後に GM-CSF 濃度の検討を行った。播
種細胞数を 1 x 105個/dish とし，GM-CSF 濃度 0.1，0.3，1，3，10 および 30 ng/mL の培地中の
好中球コロニー数を培養 3 日目に，マクロファージコロニー数を培養 8 日目に計数した。そ
の結果を図 3-6 C に示した。好中球コロニー数は 30 ng/mL まで濃度に依存して増加し，
30 ng/mL 以上では飽和した。マクロファージコロニー数は 10 ng/mL まで濃度に依存して増加
し，10 ng/mL 以上では飽和した。10 ng/mL において好中球コロニー数は飽和に達していなかっ
たが，約 100 個のコロニーが形成されたことから，GM-CSF 濃度は 10～30 ng/mL が適した範
囲であると判断した。 
以上をまとめると，至適条件は好中球コロニーの培養期間が 3 日間，マクロファージコロ












3.3 イヌ CFU assay の至適条件設定 
イヌにおいても，骨髄細胞 CFU assay の至適条件設定のために，CFU-E assay における赤芽
球コロニー，CFU-GM assay における好中球およびマクロファージコロニーの培養期間，播種
細胞数および刺激因子濃度を検討した。 
3.3.1 イヌ CFU-E assay 
既存報告（Deldar 1990）を参考に，暫定的に EPO 濃度を 2 IU/mL とし，1 培地あたりの播
種細胞数を 5 x 104個として，赤芽球コロニー数の経時的変化を調べた結果を図 3-7 A に示し
た。培養開始後 1 日目はほとんどコロニーが形成されなかったが，2 日目にかけて急激に数が
増加し，その後わずかに減少するものの 4 日目まではその数がほぼ維持された。7 日目にはコ
ロニーはみられなかった。この結果から，適切な培養期間は 2～4 日間であると判断した。続
いて播種細胞数の検討を行った。経時的変化の検討と同様，暫定的に EPO 濃度を 2 IU/mL と
し，培地あたり骨髄細胞が 0.625，1.25，2.5 および 5 x 104個のときの培養 2 日目の赤芽球コ
ロニー数を調べた結果，図 3-6 B に示したように播種細胞数に比例したコロニー数が計測され
た。計数にかかる作業負荷を考慮すると，培地あたり約 10～300 個形成される 0.625～2.5 x 104
個/dish が適切な播種細胞数と判断した。ここまで検討した培養日数および播種細胞数条件を
基に，EPO の最適濃度を確定するための検討を行った。播種細胞数を 2.5 x 104個/dish とし，
EPO 濃度 0.25，0.5，1，2 および 4 IU/mL の培地中のコロニー数を培養 2 日目に計数した。そ
の結果を図 3-7 C に示した。コロニー数は 2 IU/mL まで濃度に依存して増加し，2 IU/mL 以上
では飽和した。この結果から，至適 EPO 濃度は 2 IU/mL と判断した。 
以上をまとめると，至適条件は培養期間が 2～3日間，播種細胞数が 0.625～2.5 x 104個/dish，







図 3-7 イヌ骨髄細胞 CFU-E assayにおける条件検討結果 
いずれのグラフもエラーバーは標準偏差（A：n=2，B, C：n=3）。A：赤芽球コロニー数の経時的変化，
B：各播種細胞数における赤芽球コロニー数，C：EPO 各濃度における赤芽球コロニー数 
3.3.2 イヌ CFU-GM assay 
イヌの CFU-GM assay 法を確立するにあたり，コロニー形成のための適切な刺激因子の検討
から行った。ヒト組み換え型の GM-CSF を刺激因子としている報告（Volpe 1996）を基にコロ
ニーを形成させることを試みたが，市販のヒト組み換え型 GM-CSF にはコロニー形成を促進
する作用が認められなかった（データは提示せず）。そこで Deldar らの報告を基に（Deldar 
1988A），lipopolysaccharide（LPS）を投与したイヌの血清を刺激因子として，その効果を調べ
た。無処置のイヌから採取した血清と LPS を投与したイヌの血清を各濃度で培地に添加し，
培養 4 日目の好中球コロニー数および 8 日目のマクロファージコロニー数を計測した。播種












/dish とし，好中球コロニーは培養 4 日目，マクロファージコロニーは培養 8 日目に計数した。
結果を図 3-8 C，D に示した。図 3-8C では，20%までは血清濃度の増加に伴ってコロニー数も
増加したが，それ以上では減少していった。この結果から 20%が至適濃度と考えられたが，
血清のロットが異なる図 3-8D の結果においては，至適濃度がより低い 5%であった。よって，
イヌ血清のロットごとに至適濃度を確認してから使用することとした。続いて，適切なイヌ
血清濃度の培地で播種細胞数を 1.5 x 105個/dish とし，好中球コロニー数とマクロファージコ
ロニー数の経時的変化を調べた。その結果を図 3-8 E に示した。好中球コロニーは培養 4 日目
に形成数が最大となり，以降減少していった。マクロファージコロニー数は 4 日目から増え
始め，8 日目に最大となり以降 13 日目までは数が維持された。これらの結果から，適切な培
養期間は好中球コロニーが 4 日間，マクロファージコロニーが 8 日間であると判断した。最
後に播種細胞数とコロニー数の関係を調べた。培地あたり 0.125，0.25，0.5，1 および 2 x 105
個の細胞を播種した際の培養 4 日目の好中球コロニー数と培養 8 日目のマクロファージコロ
ニー数を図 3-8 F に示した。好中球コロニーは 1 x 105個の播種細胞数から計測でき，それ以上
では播種細胞数に比例して増加した。マクロファージコロニーは 1 x 105個までは播種細胞数
に比例して増加したが，それ以上では増加はみられるものの増加率は低下した。いずれのコ
ロニーも 1 x 105個の播種細胞数でコロニーが約 100 個形成されていたため，至適播種細胞数
は培地あたり 1 x 105個と判断した。 
以上をまとめると，至適条件は好中球コロニーの培養期間が 4 日間，マクロファージコロ








図 3-8 イヌ骨髄細胞 CFU-GM assayにおける条件検討結果 













3.4.1 in vitro 試験系としての有用性検証 
3.2 および 3.3 で確立した CFU assay 法が毒性の検出系として機能することを確認するため
に，骨髄毒性物質を培養系に暴露し，各種コロニーの反応を調べた。試験する骨髄毒性物質
には，5-fuluorouracil（5-FU），doxorubicin，cis-platinum（cisplatin）および azidothymidine（AZT）
を使用した。各化合物のラット CFU assay の結果を図 3-9 に，イヌ CFU assay の結果を図 3-10
に示した。コロニー種により若干の反応の違いはみられたが，概ねラットとイヌとも同じ濃
度範囲で各種コロニーが濃度依存的に減少反応を示した。これらの結果は，本研究で確立し
た骨髄細胞 CFU assay 法において，造血前駆細胞が毒性物質に対して反応する性質が維持でき
ていることを示している。 
続いて生体に骨髄毒性物質を投与後，その生体由来の骨髄細胞が本 CFU assay において示す
反応を調べた。生体にはラットを，骨髄毒性物質には cisplatin を用いた。 
 
 










図 3-10 イヌ骨髄細胞CFU assayにおける骨髄毒性化合物に対する各種コロニーの濃度反応
曲線 
いずれのグラフもエラーバーは標準偏差（n=3）。A：5-FU，B：Doxorubicin，C：Cisplatin，D：AZT 
3.4.2 ex vivo 試験系としての有用性検証 
続いて，骨髄毒性が誘発された生体における造血前駆細胞の反応を本 assay で検出すること
を試みた。Cisplatin を 1 mg/kg 静脈内投与したラットの骨髄を採取し，設定した至適条件下で
無処置動物由来骨髄細胞とコロニー数比較を行った。無処置群，cisplatin 投与群いずれも 3 例

































































































図 4-1 2週間の摂餌制限を施したラットにおける体重の経時的変化 
各群平均体重の推移を表示した。エラーバーは標準偏差（n=3）。体重測定は制限給餌期間の各測定日
（1，4，7，11および 14日目）の給餌直前に実施している。 
病理組織学的所見 変化の程度 対照群 50%給餌群 
検査した例数  3 例 3 例 
胸骨骨髄の細胞数減少 
軽微 - 1 例 
軽度 - 2 例 

























骨髄有核細胞数(104/μL) 211.3 (9.7) 213.0 (39.0) 
前赤芽球 0.20 (0.35) 0.20 (0.00) 
好塩基性赤芽球 2.37 (0.72) 3.00 (0.10) 
多染性赤芽球 25.30 (1.18) ↓ 18.63 (0.35) 
正染性赤芽球 0.07 (0.12) 0.00 (0.00) 
分裂期赤芽球 0.07 (0.12) 0.00 (0.00) 
全赤血球系細胞 28.00 (1.35) (↓)21.83 (0.25) 
骨髄芽球 0.20 (0.20) 0.27 (0.31) 
前骨髄球 0.73 (0.23) 0.87 (0.12) 
好中性骨髄球 4.07 (0.71) 4.20 (1.35) 
好酸性骨髄球 0.27 (0.12) 0.13 (0.12) 
好塩基性骨髄球 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 
好中性後骨髄球 13.23 (1.18) 14.13 (0.76) 
好酸性後骨髄球 1.43 (0.91) 1.13 (0.31) 
好塩基性後骨髄球 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 
好中性桿状核球 5.47 (1.40) 5.80 (1.67) 
好中性分節核球 9.97 (0.93) 15.83 (2.06) 
好酸球 1.33 (0.58) 0.87 (0.23) 
好塩基球 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 
分裂期顆粒球系細胞 0.00 (0.00) 0.13 (0.12) 
全顆粒球系細胞 36.70 (2.14) 43.37 (2.23) 
全顆粒球系細胞と 
全赤血球系細胞の比 
1.31 (0.04) ↑ 1.98 (0.08) 
リンパ球 32.63 (3.44) 32.13 (2.56) 
単芽球 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 
単球 1.40 (0.20) 1.10 (0.46) 
巨核芽球 0.00 (0.00) 0.07 (0.12) 
巨核球 0.47 (0.31) 0.47 (0.64) 
形質細胞 0.47 (0.12) 0.13 (0.12) 
マクロファージ 0.33 (0.23) 0.93 (0.64) 
破骨細胞 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 
その他 0.13 (0.23) 0.13 (0.12) 



















































































結果の 2 で述べたイヌ 4 週間摂餌制限実験において採取した骨髄細胞の，骨髄有核細胞数測
定およびミエログラムを実施し，さらに新たに摂餌制限を施した動物から採取した骨髄細胞









新たに摂餌制限を施したイヌについては，17～35 か月齢の個体を用いて 1 群 2 例（雌雄各
1 例）を設定した。1 個体に 1 日あたり 300 g の飼料を与えた条件（100%給餌）を対照群とし，
群内の個体番号を No.7（雄）および No.8（雌）と設定した。そして 1 個体に 1 日あたり 70 g
の飼料（23%給餌）を与えた条件を 23%給餌群とし，群内の個体番号を No.9（雄）および No.10






















対照群 50%給餌群 23%給餌群 
No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5 No. 6 
骨髄有核細胞数（104/μL） 126 150 152 ↓ 65 ↓ 82 ↓ 86 
以下ミエログラム（単位：%） 
前赤芽球 0.4 0.4 0.2 ↓ 0.0 0.4 ↓ 0.0 
好塩基性赤芽球 2.4 1.7 1.6 ↓ 0.2 1.6 ↓ 0.6 
多染性赤芽球 38.6 38.9 ↓ 26.3 ↓ 14.6 ↓ 13.7 ↓ 13.0 
正染性赤芽球 0.2 0.2 0.0 0.0 0.2 0.2 
分裂期赤芽球 0.8 1.0 ↓ 0.0 ↓ 0.4 ↓ 0.0 ↓ 0.6 
全赤血球系細胞 42.4 42.2 ↓ 28.1 ↓ 15.2 ↓ 15.9 ↓ 14.4 
骨髄芽球 0.0 0.0 0.0 0.0 ↑ 0.2 0.0 
前骨髄球 0.4 0.2 0.0 0.2 0.2 0.8 
好中性骨髄球 1.8 2.5 1.6 1.4 2.8 3.5 
好酸性骨髄球 0.6 0.6 1.3 0.6 1.4 0.0 
好塩基性骨髄球 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
好中性後骨髄球 15.1 18.0 19.6 17.0 20.5 18.8 
好酸性後骨髄球 0.8 0.4 ↑ 1.3 ↑ 3.6 ↑ 1.2 0.6 
好塩基性後骨髄球 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
好中性桿状核球 16.9 23.0 25.8 26.9 24.5 19.2 
好中性分節核球 7.2 3.5 ↑ 10.3 ↑ 10.2 ↑ 15.3 ↑ 12.4 
好酸球 1.6 0.8 ↑ 2.5 ↑ 10.6 ↑ 4.0 ↑ 2.1 
好塩基球 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
分裂期顆粒球系細胞 0.0 0.4 0.5 0.4 0.2 0.0 
全顆粒球系細胞 44.4 49.4 ↑ 62.9 ↑ 70.9 ↑ 70.3 ↑ 57.4 
全顆粒球系細胞／全赤血球系細胞比 1.05 1.17 ↑ 2.24 ↑ 4.66 ↑ 4.42 ↑ 3.99 
リンパ球 11.5 7.4 6.5 12.2 11.3 26.6 
単芽球 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
単球 0.6 0.2 ↑ 0.9 ↑ 0.8 ↑ 1.0 ↑ 1.2 
巨核芽球 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
巨核球 0.6 0.4 0.7 0.6 0.0 0.0 
形質細胞 0.4 0.4 0.7 0.0 0.8 0.2 
マクロファージ 0.2 0.2 0.0 0.4 0.8 0.2 
破骨細胞 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
その他 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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No.7 No.8   No.9   No.10
  対照群 23%給餌群






















らかなり大きな距離で 23%給餌群の 1 例が類似性を示し，そこからほとんど距離をとること
なく 23%給餌群のもう 1 例が類似性を示した。イヌの結果を総じて評価すると，対照群 2 例































その条件は，低栄養培地は基礎培地をアミノ酸不含にすること，5-FUは 50 μM，DOXは 100 nM，
DDP は 2 μM でそれぞれ暴露することであった。遺伝子発現データを取得した実験における増
殖曲線は図 6-3 に示した。2 回の実験を行い，結果は良好に再現された。いずれの条件も，対
象に比べると明らかに増殖の阻害あるいは細胞毒性が認められた。低栄養培地と DDP 処理に
おいてはわずかな細胞数減少が培養 3 日目まで続いた。その後培地を標準培地に交換したと
ころ，両条件とも細胞増殖が回復した。一方 5-FU 処理と DOX 処理においては，培養 3 日目
までわずかな増殖あるいは細胞数の維持がみられたが，3 日目からの標準培地への交換にもか
かわらず，その後は細胞数が減少し続けた。 












培養 3 日目についても，2 回の実験ともに各処理による遺伝子発現変化が明らかに認められ
ており，群間の相違性，類似性については，ほとんど同じ傾向を示した。その内容は，低栄
養培地，5-FU 処理および DDP 処理の 3 群間で類似性が高く，続いてそれらと DOX 処理が類
似性を示す，というものであった。 

































































対照 低栄養培地 5-FU DOX DDP
A
対照 低栄養培地 5-FU DDP DOX
B
対照 低栄養培地 5-FU DOX DDP
C
対照 低栄養培地 5-FU DDP DOX
D







に対して給餌群で 2 倍以上増加し，かつ t 検定により p<0.05 で有意な変化を示した遺伝子を




反応経路 -Log（p 値） 
Cytotoxic T Lymphocyte-mediated Apoptosis of Target Cells 4.01 
OX40 Signaling Pathway 3.79 
CTLA4 Signaling in Cytotoxic T Lymphocytes 3.49 
iCOS-iCOSL Signaling in T Helper Cells 3.10 
Type I Diabetes Mellitus Signaling 2.96 
Nur77 Signaling in T Lymphocytes 2.75 
Primary Immunodeficiency Signaling 2.49 
Calcium-induced T Lymphocyte Apoptosis 2.39 
Hematopoiesis from Pluripotent Stem Cells 2.39 
Autoimmune Thyroid Disease Signaling 2.25 
Graft-versus-Host Disease Signaling 2.20 
CD28 Signaling in T Helper Cells 2.13 
Cdc42 Signaling 2.09 
Allograft Rejection Signaling 2.08 
B Cell Development 1.85 
T Cell Receptor Signaling 1.60 
Glutamate Receptor Signaling 1.52 
PKCӨ Signaling in T Lymphocytes 1.47 
Antigen Presentation Pathway 1.44 
Retinoate Biosynthesis II 1.41 
Tyrosine Biosynthesis IV 1.41 
4-aminobutyrate Degradation I 1.41 
L-serine Degradation 1.41 
Calcium Signaling 1.35 
表 6-1 摂餌制限を施したラットにおける遺伝子発現から推定される骨髄細胞の反応経路 










反応経路 -Log（p 値） 
Intrinsic Prothrombin Activation Pathway 2.88 
MSP-RON Signaling Pathway 2.30 
Xenobiotic Metabolism Signaling 2.14 
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function 1.84 
Neurotrophin/TRK Signaling 1.82 
Phenylethylamine Degradation I 1.79 
PEDF Signaling 1.78 
Complement System 1.76 
NADH Repair 1.62 
Dermatan Sulfate Biosynthesis (Late Stages) 1.58 
Chondroitin Sulfate Biosynthesis (Late Stages) 1.53 
Signaling by Rho Family GTPases 1.51 
Coagulation System 1.51 
Systemic Lupus Erythematosus Signaling 1.50 
Virus Entry via Endocytic Pathways 1.50 
Tetrahydrofolate Salvage from 5,10-methenyltetrahydrofolate 1.49 
Thyroid Cancer Signaling 1.46 
Heparan Sulfate Biosynthesis (Late Stages) 1.42 
NRF2-mediated Oxidative Stress Response 1.42 
Neuropathic Pain Signaling In Dorsal Horn Neurons 1.39 
RhoGDI Signaling 1.38 
Chondroitin Sulfate Biosynthesis 1.36 
Dermatan Sulfate Biosynthesis 1.32 
Role of Tissue Factor in Cancer 1.32 
表 6-2 摂餌制限を施したイヌにおける遺伝子発現から推定される骨髄細胞の反応経路 
IPA 解析により表示される p 値の-Log を記載した。p 値は遺伝子発現変化がその反応経路に関わってい
ない可能性を示す。-Log が大きいと，遺伝子発現変化と反応経路の関わりが大きいと推定される。 
6.5 各条件下の HL60 遺伝子発現のパスウェイ解析 
HL60 については，対照群に対して処置群で 10 倍の発現変動を示した遺伝子を対象に IPA
解析を行った。ラットおよびイヌの解析と同様に，関連性の大きさの指標を p 値とし，条件
ごとに上位 5 つの反応経路を表 6-3 に示した。ランキングされた反応経路からは，骨髄抑制に
関わると考えられる経路の推察が困難であった。そこで，遺伝子発現変化との関連が大きい
と推察される細胞機能変化を IPA 解析で調べた。反応経路と同じく，ランキングを表 6-4 に示
した。ランキングの指標は反応経路と同じく p 値であるが，値の表示は解析機能の表示に従っ









Djavaheri-Mergny 2010, Gonzalvez 2010, Jazirehi 2010, Schattenberg 2011, Zhou 2011, Ulukaya 2011, 
Kuranaga 2012, Long 2012, Würstle 2012, Ouyang 2012, Zielinski 2013）。しかしながら，アポトー
シス実行経路に関わることがよく知られている遺伝子変化についてシグナル値を確認したと
ころ，caspase 依存のアポトーシスカスケードの主要因子である caspase 3, 8, 9 のシグナル値が
いずれも対照の約 2～3 倍であった。Caspase 依存のカスケードの関与も可能性として残る結
果と考えられた。 
摂餌制限により軽度に抑制された骨髄，あるいは抑制が起きる直前の骨髄においては，骨
髄細胞領域面積の変化の程度から推し測ると，in vitro の培養 1 日目の細胞反応よりも程度が
弱い変化と考えられた。そのうえで，低栄養条件の培養細胞における初期段階の遺伝子発現
プロファイルは，本研究で摂餌制限動物から採取した遺伝子サンプルに外挿できる可能性が









 IL-17A Signaling in Fibroblasts 5.30 
 IL-17A Signaling in Gastric Cells 5.10 
 TNFR2 Signaling 4.80 
 Differential Regulation of Cytokine Production in Macrophages and T Helper Cells by 
IL-17A and IL-17F 4.67 
 Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 4.41 
5-FU 
 Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 3.12 
 Superpathway of Citrulline Metabolism 2.02 
 Glycerol-3-phosphate Shuttle 1.70 
 ERK5 Signaling 1.64 
 Methionine Salvage II (Mammalian) 1.53 
DOX 
 Glutamate Receptor Signaling 2.24 
 Methylglyoxal Degradation III 2.16 
 Thio-molybdenum Cofactor Biosynthesis 1.89 
 Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid Arthritis 1.80 
 Glycerol-3-phosphate Shuttle 1.59 
DDP 
 nNOS Signaling in Skeletal Muscle Cells 3.15 
 Superpathway of Citrulline Metabolism 3.06 
 Agrin Interactions at Neuromuscular Junction 2.76 
 Citrulline-Nitric Oxide Cycle 2.62 




 Differential Regulation of Cytokine Production in Macrophages and T Helper Cells by 
IL-17A and IL-17F 
 
7.08 
 Differential Regulation of Cytokine Production in Intestinal Epithelial Cells by IL-17A 
and IL-17F 6.24 
 IL-17A Signaling in Fibroblasts 6.00 
 IL-17A Signaling in Gastric Cells 5.96 
 Role of Hypercytokinemia/hyperchemokinemia in the Pathogenesis of Influenza 4.43 
5-FU 
 IL-17A Signaling in Gastric Cells 5.37 
 Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 4.92 
 Airway Pathology in Chronic Obstructive Pulmonary Disease 3.72 
 Differential Regulation of Cytokine Production in Macrophages and T Helper Cells by 
IL-17A and IL-17F 3.59 
 Role of Pattern Recognition Receptors in Recognition of Bacteria and Viruses 3.55 
DOX 
 Role of Macrophages, Fibroblasts and Endothelial Cells in Rheumatoid Arthritis 8.36 
 Role of Hypercytokinemia/hyperchemokinemia in the Pathogenesis of Influenza 8.33 
 Differential Regulation of Cytokine Production in Macrophages and T Helper Cells by 
IL-17A and IL-17F 7.99 
 IL-10 Signaling 7.14 
 Differential Regulation of Cytokine Production in Intestinal Epithelial Cells by IL-17A 
and IL-17F 6.84 
DDP 
 Granulocyte Adhesion and Diapedesis 5.80 
 Agranulocyte Adhesion and Diapedesis 4.20 
 IL-17A Signaling in Gastric Cells 3.55 
 Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 3.05 
 IL-6 Signaling 2.71 
表 6-3 HL60の遺伝子発現から推定される低栄養培地培養あるいは骨髄毒性誘発化合物暴露
に対する反応経路 








Cell Death and Survival 2.40E-11-8.02E-04 
Cellular Development 1.14E-09-7.83E-04 
Cellular Growth and Proliferation 1.14E-09-7.27E-04 
Hematological System Development and Function 1.14E-09-8.02E-04 
Neurological Disease 3.15E-08-7.05E-04 
5-FU 
Amino Acid Metabolism 1.91E-05-1.99E-02 
Small Molecule Biochemistry 1.91E-05-2.36E-02 
Cell Morphology 5.85E-05-1.99E-02 
Nervous System Development and Function 5.85E-05-2.36E-02 
Cancer 9.74E-05-2.36E-02 
DOX 
Cell-To-Cell Signaling and Interaction 5.03E-05-1.87E-02 
Nervous System Development and Function 5.03E-05-2.19E-02 
Embryonic Development 6.13E-05-2.10E-02 
Organ Development 6.13E-05-1.96E-02 
Organismal Development 6.13E-05-2.19E-02 
DDP 
Organismal Injury and Abnormalities 1.35E-06-1.29E-02 
Organismal Development 6.25E-06-1.29E-02 
Cancer 8.39E-06-1.29E-02 
Cell Cycle 1.20E-05-1.29E-02 




Cell-To-Cell Signaling and Interaction 8.05E-12-1.08E-03 
Cellular Movement 8.05E-12-1.23E-03 
Hematological System Development and Function 8.05E-12-1.23E-03 
Immune Cell Trafficking 8.05E-12-1.23E-03 
Inflammatory Response 4.23E-11-1.17E-03 
5-FU 
Cellular Movement 5.07E-08-1.86E-03 
Immunological Disease 9.18E-08-1.77E-03 
Cell-To-Cell Signaling and Interaction 9.76E-08-1.83E-03 
Hematological System Development and Function 9.76E-08-1.86E-03 
Immune Cell Trafficking 9.76E-08-1.86E-03 
DOX 
Cellular Movement 2.05E-21-8.17E-06 
Immune Cell Trafficking 2.05E-21-8.17E-06 
Inflammatory Response 4.44E-20-1.03E-05 
Hematological System Development and Function 6.19E-20-9.43E-06 
Cell-To-Cell Signaling and Interaction 4.58E-18-1.03E-05 
DDP 
Cellular Movement 2.70E-11-2.88E-03 
Immune Cell Trafficking 2.70E-11-2.66E-03 
Hematological System Development and Function 6.42E-11-2.70E-03 
Inflammatory Response 7.32E-11-2.99E-03 
Cell-To-Cell Signaling and Interaction 4.53E-09-2.99E-03 
表 6-4 HL60の遺伝子発現から推定される低栄養培地培養あるいは骨髄毒性誘発化合物暴露
に対する機能変化 




機能 p 値 
apoptosis of leukocytes 2.40E-11 
apoptosis of lymphocytes 9.38E-10 
cell death of lymphocytes 4.01E-09 
apoptosis 5.99E-09 
cell death of T lymphocytes 1.02E-08 
apoptosis of T lymphocytes 1.45E-08 
cell death of immune cells 3.68E-08 
cell death of blood cells 4.48E-08 
cell death 1.09E-07 
apoptosis of hematopoietic progenitor cells 1.91E-07 
cell death of prostate cancer cell lines 1.91E-07 
cell death of hematopoietic progenitor cells 2.55E-07 
necrosis 2.95E-07 
cell viability of prostate cancer cell lines 1.52E-06 
apoptosis of melanoma cell lines 3.28E-06 
apoptosis of prostate cancer cell lines 3.44E-06 
apoptosis of B lymphocytes 5.13E-06 
apoptosis of thymocytes 1.48E-05 
apoptosis of lymphoid organ 1.55E-05 
apoptosis of tumor-infiltrating lymphocytes 7.71E-05 
apoptosis of pre-B lymphocytes 9.67E-05 
cell death of breast cell lines 1.24E-04 
apoptosis of tumor cell lines 1.69E-04 
apoptosis of myeloid cells 1.82E-04 
cell death of myeloid cells 1.90E-04 
apoptosis of kidney cancer cell lines 2.09E-04 
loss of thymic medullary epithelial cells 3.99E-04 
cell death of phagocytes 5.72E-04 
apoptosis of phagocytes 6.57E-04 
apoptosis of lymphoblasts 7.20E-04 
apoptosis of peripheral blood leukocytes 7.20E-04 
apoptosis of neurons 7.34E-04 
cell death of tumor cells 7.69E-04 
cell death of cancer cells 8.02E-04 
表 6-5 HL60の遺伝子発現から推定される低栄養培地 1日間培養における機能変化の詳細 
IPA 解析により表示される p 値を記載した。p 値は遺伝子発現変化がその反応経路に関わっていない可








































ナルに着目して解析した。まず，遺伝子の annotation に cell death が含まれる遺伝子のみを選
択し，それらの遺伝子発現と摂餌制限処置の相関の有無を調べた。選択した遺伝子の発現を
指標とした階層的クラスタリング解析の結果を，図 6-5 に示す。全遺伝子を対象にしたクラス
タリングと比べると，摂餌制限群の 1 例が同群の他の 2 例よりも対照群のクラスターに近く









能性のある遺伝子は Bcl11b のみであった。カスパーゼ，Bcl2，Atg 遺伝子群，RIP といった，
アポトーシスあるいはオートファジーを介した細胞死（含ネクロトーシス）誘導のシグナル







対照群No. 1 対照群No. 2 対照群No. 3 50%給餌群No. 1 50%給餌群No. 2 50%給餌群No. 3
54 
 
遺伝子 機能 対照群 摂餌制限群 
No.1 No.2 No.3 No.1 No.2 No.3 
Lcat lecithin cholesterol acyltransferase 1.1 1.1 0.9 0.4 0.1 0.2 
Rbp1 retinol binding protein 1, cellular 1.0 1.0 1.0 0.2 0.4 0.2 
Clcn2 chloride channel 2 0.7 0.9 1.4 0.2 0.1 0.1 
Thbs4 thrombospondin 4 0.7 1.3 1.0 0.5 0.3 0.3 
Homer1 homer homolog 1 (Drosophila) 0.8 1.3 0.9 2.6 2.7 2.6 
Map1b microtubule-associated protein 1b 0.9 0.7 1.4 2.2 2.7 2.2 
Sftpb surfactant associated protein B 1.1 1.0 0.9 4.9 7.7 5.4 














る細胞死関連遺伝子を絞り込んだ。その結果を表 6-8 に示す。オートファジーに関わる ATG7
が減少したことは興味深い結果だが，数値を精査すると，対照群の 1 個体において 0.6，摂餌
















♂ ♀ ♂ ♀ 
COL1A1 collagen, type I, alpha 1 1.2 0.8 0.1 0.5 
GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kDa 1.1 0.9 0.5 0.5 
CHGA chromogranin A (parathyroid secretory protein 1) 1.1 0.9 0.5 0.4 
HNF4A hepatocyte nuclear factor 4, alpha 1.3 0.7 0.4 0.5 
LUM lumican 0.8 1.2 0.4 0.4 
LAMA4 laminin, alpha 4 0.7 1.3 0.3 0.5 
PARD3 par-3 partitioning defective 3 homolog (C. elegans) 1.3 0.7 0.5 0.4 
FNTA farnesyltransferase, CAAX box, alpha 0.9 1.1 0.0 0.5 
YBX2 Y box binding protein 2 0.9 1.1 0.5 0.3 
A2M alpha-2-macroglobulin 1.3 0.7 0.3 0.3 
PRAF2 PRA1 domain family, member 2 0.8 1.2 0.5 0.4 
NRP1 neuropilin 1 0.7 1.3 0.4 0.5 
GEM GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle 0.7 1.3 0.5 0.4 
THRB thyroid hormone receptor, beta 0.6 1.4 0.1 0.1 
RPGR /// 
SRPX 
retinitis pigmentosa GTPase regulator /// sushi-repeat 
containing protein, X-linked 
1.0 1.0 0.5 0.5 
DCN decorin 0.9 1.1 0.2 0.1 
CDH13 cadherin 13, H-cadherin (heart) 0.8 1.2 0.5 0.3 
ATG7 autophagy related 7 0.6 1.4 0.5 0.2 
LUM lumican 0.6 1.4 0.4 0.4 
CHL1 
cell adhesion molecule with homology to L1CAM (close 
homolog of L1) 
0.6 1.4 0.3 0.1 
FGF9 fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor) 1.3 0.7 0.5 0.4 
MX1 
myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible 
protein p78 (mouse) 
0.9 1.1 0.5 0.4 
PTPRB /// 
PTPRR 
protein tyrosine phosphatase, receptor type, B /// protein 
tyrosine phosphatase, receptor type, R 
0.7 1.3 0.3 0.5 
BTLA B and T lymphocyte associated 0.8 1.2 0.3 0.3 
CSTA cystatin A (stefin A) 1.0 1.0 0.3 0.5 
BRMS1 breast cancer metastasis suppressor 1 0.8 1.2 0.5 0.2 
GCLC glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit 0.9 1.1 0.3 0.2 
NRCAM neuronal cell adhesion molecule 0.7 1.3 0.2 0.3 
PCDH18 protocadherin 18 1.3 0.7 0.4 0.5 
GAB2 /// 
NARS2 
GRB2-associated binding protein 2 /// asparaginyl-tRNA 
synthetase 2, mitochondrial (putative) 
0.8 1.2 0.5 0.4 
PTPRF protein tyrosine phosphatase, receptor type, F 0.9 1.1 0.5 0.5 
PRKD1 protein kinase D1 1.4 0.6 4.1 3.1 
APOE apolipoprotein E 1.1 0.9 3.8 3.9 
SCP2 sterol carrier protein 2 1.3 0.7 2.1 2.4 
FZD3 frizzled family receptor 3 1.2 0.8 2.2 2.8 
ST8SIA2 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 2 1.0 1.0 2.9 2.3 
FEN1 flap structure-specific endonuclease 1 1.0 1.0 2.7 2.9 
NTN1 netrin 1 1.0 1.0 2.9 2.2 







第 6 章 考察 
1．ラットにおける骨髄抑制のための摂餌制限条件の設定 
本実験は Levin ら（1993）による実験の再現性の確認を主眼に実施した。ただし，Levin ら
は亜急性毒性試験では汎用しない週齢のラットで実験を行ったが，本実験では汎用週齢であ











































































3．CFU assay 法の確立 
背景にも述べた通り，CFU assay は 1960 年代に Metcalf（1969）によって開発された造血前
駆細胞の in vitro における分化・増殖系である。造血研究における増殖因子や幹細胞の探索に
本系が果たしてきた役割は非常に大きいが，毒性評価への適用はいまだに浸透していない。





















された。そしてヒト組み換え型の EPO に反応すること，その最適濃度が 2 IU/mL であること
も既存報告（Sifri 2006，Badami 2007，Hannoush 2011）と一致しており，方法の妥当性がさら
に裏打ちされた。播種細胞数とコロニー数が直線的に相関することは，この方法の安定性を
示すものである。白血球系細胞の評価系である CFU-GM assay については，培養 7 日目以降に
観察のしやすい大きなコロニーができてくることは既存の報告（French 2002， 





























イヌの CFU assay については，複数の研究報告があるものの（Deldar 1988A，B，C，1990，
1991，1993，Elickson-Millar 1997，Parchment 1994，Pessina 2009，Reagan 1993B，Volpe 1996），
その数はラットに比して明らかに少なく，限られた研究グループによる研究のみである。そ
して，CFU-E assay と CFU-GM assay の試験条件を系統立てて検討している報告はない。そこ
で本研究ではラット CFU assay の検討過程を踏襲して，イヌ CFU assay の条件を検討した。







イヌにおいては一定数のコロニーが形成される。Volpe らの報告では GM-CSF 濃度とコロニー
数の相関を示した実験は提示されていないため，GM-CSF への依存性は確認していないのか










養早期の 4 日目に好中球コロニーが，後期の 6 日目頃からマクロファージが顕著に認められ





激因子を改善する課題は残されているものの，本研究で確立したイヌの CFU-GM assay も適切
な試験系であることが示された。 
さらに，ラットとイヌの両 CFU assay において，骨髄毒性誘発物質の反応性を調べた。全て
の化合物で，いずれの assay においても同濃度の dish 間のバラツキが小さく，かつ明確な用量
反応性のある毒性を検出した。手法の異なる他の CFU assay の結果に照らし合わせたところ，
5-FU および DOX のラット CFU assay と，DOX および AZT のイヌ CFU assay は既存報告があ
り（Matsumura-Takeda 2002，Pessina 2010，Reagan 1993B，Deldar 1993），本研究の結果はそれ
らの報告と整合していた。さらに，DDP を投与したラットの骨髄を本方法で培養した結果で
も，明確なコロニーの減少が認められた。ex vivo 評価においても，適切に毒性検出ができる
ことを示す結果と考えられる。ここまでの検討により，本研究で確立した CFU assay は化合物
毒性の試験系として適切に働く系であると結論づけた。 
本研究のように，ラットとイヌの骨髄細胞 CFU assay の方法を，同じ過程を踏んで確立した





























































































































































































かった。Bcl11b は B 細胞の悪性腫瘍で機能し，そして T 細胞の発生および維持に主要な役割
































































































































一定して 1 日あたり約 25 g 摂取していた。また，個体差はほとんどなかった。そこで本研究
の対照群の給餌量を 25 g に統一することで，実験期間中にラットごとの摂餌量が変動しない
ようにした。なお，実験に供したすべてのラットについて，馴化開始から摂餌制限開始まで，










項目 方法 単位 
赤血球数 レーザーフローサイトメトリー ×106/μL 
平均赤血球容積 赤血球容積ヒストグラム検出法 fL 
ヘマトクリット値 計算値：赤血球数×平均赤血球容積/10 % 
ヘモグロビン量 シアンメトヘモグロビン法（国際標準法変法） g/dL 
網赤血球百分率 レーザーフローサイトメトリーおよび RNA 染色 % 
平均赤血球ヘモグロビン濃度 計算値：ヘモグロビン量× 100/ヘマトクリット値 g/dL 

























ススチールのケージ（900 mm (D) x 900 mm (W) x 800 mm (H)）を使用し，ケージあたり 1 匹
のイヌを割り当てた。摂餌制限期間以外の給水については，上水道水を自動給水装置で自由









取する最大量と判断された。そのため，対照群の給餌量を 300 g に定めた。なお，実験に用い




摂餌制限開始 17 日前および 10 日前，そして摂餌制限期間 7，13，20 および 27 日目に採血




項目 方法 単位 
赤血球数 レーザーフローサイトメトリー ×106/μL 
平均赤血球容積 赤血球容積ヒストグラム検出法 fL 
ヘマトクリット値 計算値：赤血球数×平均赤血球容積/10 % 
ヘモグロビン量 シアンメトヘモグロビン法（国際標準法変法） g/dL 
網赤血球百分率 レーザーフローサイトメトリーおよび RNA 染色 % 
平均赤血球ヘモグロビン濃度 計算値：ヘモグロビン量× 100/ヘマトクリット値 g/dL 











中等度，高度の 5 段階で判定した。 
2.6 統計学的解析 





3．CFU assay 法の確立 






側から，19 G の注射針を取り付けたシリンジで，fetal calf serum（FSC，Life Technologies, Inc.）
を2%含むMinimum Essential Medium Alpha Medium（αMEM，Life Technologies, Inc., Grand Island, 
NY, USA） *を 5 mL 流し込み，遠沈管中に骨髄細胞懸濁液として回収した。懸濁液を複数回
撹拌し，細胞塊をなるべく少なくして約 5 分間静置後，上清を別の遠沈管に移した。細胞懸
濁液の一部を Türk 液で 1/10 に希釈後，血球計算盤で細胞を計数した。細胞密度を計算後，元
の細胞懸濁液を 250 g，室温で 5 分間遠心した。遠心後に上清を除き，所定密度になるように
αMEM-2%FCS を加えて再縣濁して CFU assay に使用した。 
*：2%の FSC を含む αMEM を以降では αMEM-2%FCS と記載する。 
3.1.1.2 イヌ 
Covance Research Product inc.（Battle Creek，MI，USA）から購入した 13～53 例の雄あるい
は雌のビーグル犬から細胞を採取した。ペントバルビタール麻酔下で，腸骨より約 5 mL の骨
髄液を吸引した。骨髄液を 15 mL の αMEM-2%FCS で希釈し，同量の Ficoll（Histopaque®，d = 
1.083，Sigma-Aldrich，St.Louis，MO，USA）に重層後に 450 g，室温で 30 分間遠心した。遠
心後に分離された単核細胞層を回収し，10 mL の αMEM-2%FCS で希釈後に 250 g，室温で 10
分間遠心した。上清を除き，12 mL の αMEM-2%FCS に再度希釈し，250 g，室温で 5 分間遠
心した。上清を除き，適量の αMEM-2%FCS に縣濁後，懸濁液の一部の細胞を血球計算盤で計
数した。細胞密度を計数後，所定密度になるように αMEM-2%FCS を追加して，CFU assay に
使用した。 
3.1.2 コロニー刺激因子 
ラット，イヌの両 CFU-E assay ともに，コロニー刺激因子にはヒト組み換え型 erythropoietin
（EPO，Connaught，Willowdale，Canada あるいは GIACLONE Research，Besaņcon，France）
を用いた。ウシ血清アルブミン（BSA）を 0.1%含む αMEM（αMEM-0.1%BSA）にEPOを 20 IU/mL
の濃度で溶解し，-80℃で保存した溶液を適宜溶解および希釈して実験に使用した。 
ラット CFU-GM assay のコロニー刺激因子には，マウス組換え型 granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor（GM-CSF，Intergen Company，Purchase，NY，USA）を用いた。GM-CSF




イヌ CFU-GM assayのコロニー刺激因子として検討したヒト組み換え型 GM-CSFは，Upstate 
Biotechnology（Lake Placid，NY，USA）から発売されたものを用いた。GM-CSF を
αMEM-0.1%BSA に 1 μg/mL の濃度で溶解し，-80℃で保存した溶液を適宜溶解および希釈して
実験に使用した。イヌ血清は次のように調製および保存した。 Salmonella typhosa の
lipopolysaccharide（Sigma-Aldrich）を生理的食塩水に溶解し，ビーグル犬に 2 μg/kg の投与量




CFU-E，-GM 両 assay とも，ラットとイヌで培地の成分は同一である。両 assay の成分は以
下のとおりである。含有率は v/v を示している。 
CFU-E assay 
αMEM：23%，FCS：30%，10%BSA 溶液：10%，EPO 溶液：10%，1mM 2-Mercaptoethanol
水溶液：2%，被験物質溶液（溶媒は αMEM）：10%，3% Agar 水溶液：10%，細胞懸濁液：5% 
CFU-GM assay 
αMEM：45%，FCS：20%，コロニー刺激因子溶液：10%，被験物質溶液（溶媒は αMEM）：
10%，3% Agar 水溶液：10%，細胞懸濁液：5% 
3.1.3 CFU assay 
CFU-E，-GM 両 assay とも同じ手順で培養開始までの作業を行った。3% Agar 水溶液および
細胞懸濁液以外の成分を遠沈管中で混和し，37℃に保温した。続いて 3% Agar 水溶液を混和
し，再び 37℃に保温した。最後に細胞懸濁液を混和しよく撹拌後，直ちに培養皿（直径 3 cm，
浮遊細胞培養用）に 0.5 mL ずつ播種した。播種にあたっては，培養皿の全体に培地が広がら
ぬよう，なるべく中心部に限局して培地が盛られる形にした（結果の図 3-1 参照）。播種後 30
分間室温で静置し，培地が固まったことを確認できたら培地に 0.5 mL の αMEM-10%FCS を滴

























0.05 M トリス塩酸緩衝液を溶媒とした 0.5 mg/mL の 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride
溶液に 3% H2O2を数滴加え攪拌して染色液とした。培地ごと固定した細胞を染色液に 5 分間
浸し，流水に 5 分間浸した。風乾後にマイヤーのヘマトキシリン液 10 分間浸して核染色を施
した。流水で 10 分間水洗後風乾し，標本とした。 
CFU-GM assay 
 特異的エステラーゼ染色（好中球染色） 
1/15 M 燐酸緩衝液(pH 7.4)を溶媒とした 0.84mg/mL の fast blue BB salt 溶液と N,N-dimethyl 
formamide を溶媒とした 1.5 mg/mL の naphtol AS-D chloroacetate 溶液を，19:1 の割合で混和後
に濾過し，染色液とした。培地ごと固定した細胞を染色液に 40 分間浸し，流水に 5 分間浸し
た。風乾後にマイヤーのヘマトキシリン液 10 分間浸して核染色を施した。流水で 10 分間水
洗後風乾し，標本とした。 
 非特異的エステラーゼ染色（マクロファージ染色） 
1/15 M 燐酸緩衝液(pH 6.3）を溶媒とした 1.6 mg/mL の fast garnet GBC 溶液と ethylene glycol 
monomethyl etherを溶媒とした 20 mg/mlの α-naphthyl butyrateを 19:1の割合で混和後に濾過し，




両 assay とも，光学顕微鏡下でコロニーを観察した。CFU-E assay における赤芽球コロニー
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は 200 倍，CFU-GM assay における好中球コロニーは 100 倍，マクロファージコロニーは 40
倍の倍率でコロニーの同定および計数を行った。 
3.2 Cisplatin を投与したラット由来骨髄細胞の CFU assay 
3.2.1 動物および飼育条件 
日本チャールス・リバー株式会社から購入した 8 週齢の Crl:CD（SD）系ラットを使用した。







cis-Diammineplatinum (II) dichloride を生理的食塩水で 0.2 mg/mL の濃度に溶解し，投与液と
した。投与方法は尾静脈からの急速静脈内投与とし，投与容量は 5 mL/kg，投与回数は 1 日 1
回の 7 日間とした。被験物質溶液は投与直前に 0.45 μm のフィルターを通してろ過滅菌した。 
3.2.3 骨髄細胞の採取 
イソフルラン麻酔下の放血により安楽死させたラットの右肢大腿骨全体を取り出し，両骨




3.2.4 CFU assay 
CFU-E，-GM 両 assay とも，方法の 3.1 に記載した手順に従った。また，CFU-GM assay の
コロニー刺激因子にはラット組換え型 GM-CSF（Life Technologies, Inc.）を用いた。ラット組
み換え型 GM-CSF はマウス組換え型 GM-CSF と活性が同等であることを別途確認済みである
（データ提示せず）。また，EPO は Life Technologies, Inc.から市販されたものを用いた。培地
あたりの播種細胞数は，CFU-E assay で 5 x 104個，CFU-GM assay で 1 x 105個とした。CFU-E 
assay では動物あたり 3 培地，CFU-GM assay では 6 培地培養し，CFU-E assay は全培地を培養
2 日目に固定した。CFU-GM assay では，好中球コロニー評価に 3 培地を培養 3 日目に，マク





















































5.2 CFU assay のための動物および飼育条件 










餌には固型飼料 TC-1（オリエンタル酵母工業株式会社）を用いた。給餌は 15:00～17:00 に
行い，残餌は翌日の 8:00～10:00 に回収した。摂餌制限の最終日については，給餌後約 2 時間
で残餌を回収した。摂餌量は摂餌制限期間中毎日測定した。 
5.4 摂餌量設定 








射針を取り付けた注射筒で αMEM-2%FCS を 10 mL 流し込み，遠沈管中に骨髄細胞懸濁液を
回収した。回収後後速やかに細胞懸濁液を 15℃，200 gで 5分間遠心し，10 mLの αMEM-2%FCS
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に再懸濁した。懸濁液の一部を Türk 液で 1/10 に希釈後に細胞密度を計数した。元の細胞懸濁
液の一部を αMEM-2%FCS で 4 x 105個／mL に希釈して CFU-E assay に，4 x 106個／mL に希
釈して CFU-GM assay にそれぞれ供した。 
5.6 CFU assay 
CFU-E，-GM 両 assay とも，方法の 3.1 に記載した手順に従った。CFU-GM assay のイヌ血
清は 5%で適用した。EPO は Life Technologies, Inc.から市販されたものを用いた。CFU-E assay
では動物あたり 3 培地，CFU-GM assay では 6 培地培養し，CFU-E assay は全培地を培養 2 日
目に固定した。CFU-GM assayでは，好中球コロニー評価に3培地を培養4日目に，マクロファー
ジコロニー評価に残り 3 培地を 8 日目に固定した。動物ごとに 3 培地のコロニー数の平均を
算出し，データ表示した。 
5.7 統計学的解析 










Medium 1640（RPMI1640，Life Technologies, inc.）を基礎培地とし，FCS（HycloneTM，GE Healthcare 
Life Sciences, South logan，Utah，USA）を 20%加えた培養液を標準培地として HL60 の継代，












3 および 4 日目にそれぞれ培地を標準培地に交換した。また，標準培地に交換しない条件も設
定した。以下のグラフにその結果を示す。○：培地交換なし，△：2 日目に交換，●：3 日目
に交換，▲：4 日目に交換。この結果から，短期間処理の培養 1 日目，そして培地交換による



































フに示す。この結果を基に，5-FU，DOX および DDP の暴露濃度を，それぞれ 50 μM，100 nM
および 2 μM に設定した。 
 
6.1.3 遺伝子発現解析用サンプル調製および発現量測定 
所定の処理を施した細胞を回収し，1% (v/v)の 2-mercaptoethanol（Sigma-Aldrich）を含む Buffet 
RLT（株式会社 QIAGEN，東京都）中で細胞を溶解した。溶解液から total RNA 抽出，cDNA 合
成，cRNA 合成／精製／断片化，ハイブリダーゼーションカクテル作製の順で調製したサンプル
を，ハイブリダーゼーションおよび染色／洗浄し，スキャンした。Total RNA は RNeasy Mini Kit
（株式会社 QIAGEN）を用いて抽出した。cDNA 合成および cRNA 合成／精製／断片化は
GeneChip 3’ IVT Express Kit Box（Affymetrix, inc. Santa Clara，CA，USA）を用いて行った。ハイ
ブリダーゼーションカクテル作製，ハイブリダーゼーション，染色／洗浄は試薬に Hybridization, 
Wash and Stain Kit（Affymetrix, inc.）を使用し，ハプリダイゼーションのインキュベーションに
は GeneChip hybridization Oven 640（Affymetrix, inc.）を，染色／洗浄には GeneChip システム（い
ずれも Affymetrix, inc.）をそれぞれ用いた。スキャンは GeneChip システムを用いて実施した。
各作業の操作は，キットあるいは機器に添付された手順書に従った。アレイには Genechip® 
Human Genome U133 Plus 2.0 Array（Affymetrix, inc.）を用いた。 
6.2 摂餌制限を施したラットおよびイヌ由来骨髄細胞の遺伝子発現変動 
ラット，イヌともに，骨髄細胞懸濁液を 15℃，200 g で 5 分間遠心して細胞を回収した。細
胞を BD Pharm Lyse Lysing Buffer（BD Biosciences，Sun Jose，CA，USA）で溶血後，再度 15℃，
200 g で 5 分間遠心して回収した。その後は 6.1.3 と同様の手順で遺伝子発現解析用サンプル
調製および発現量測定を実施した。アレイは，ラットの遺伝子発現測定に Genechip® Rat 
Genome 230 2.0 Array を，イヌの遺伝子発現解析に Genechip® Canine Genome 2.0 Array（いずれ
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